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RESUMO

A algacultura consiste na produgo de algas e microalgas e tem se destacado em escala global,
produzindo 35,1 milhdes de toneladas de biomassa s6 em 2020. E alvo de interesse de diversas
industrias como cosmética, alimenticia e farmacéutica. Uma das microalgas mais cultivadas
em escala comercial ¢ a cianobactéria azul-esverdeada Spirulina (4rthrospira platensis), que
possui altissima concentracao de ativos benéficos em sua composi¢ao. Essa cianobactéria vive
associada a outros microrganismos como bactérias do género Bacillus, conhecidas por seu
grande potencial probidtico. Mutacdes naturalmente acontecem quando a populagdo bacteriana
¢ exposta a certos antimicrobianos. Diante disso, essa pesquisa visa a identificagdo de espécies
e avaliagdo de cepas resistentes de Bacillus isoladas de uma cultura de spirulina localizada no
laboratério de Planctologia, em Fortaleza, Ceara. Foram realizadas provas bioquimicas
referente a motilidade, produ¢do de indol e sulfeto de hidrogénio (H2S), citrato, Voges
Proskauer, reducdo de nitrato, testes de perfil enzimatico como teste de catalase, amilase,
caseinase, gelatinase, lecitinase e uréase, e testes de susceptibilidade a antimicrobianos. A
partir das colonias crescidas em meio de cultura agar TSA foram isoladas 40 cepas,
identificadas como pertencentes ao género Bacillus; Bacillus sp. (n = 11); 13 espécies, sendo
elas: B. stearothermophilus (n = 6), B. macerans (n = 4) B. panthotenicus (n = 4), B. popillae,
(n=3), B pasteurii (n = 2), B. circulans (n = 2), B. coagulans (n =2), B. licheniformis (n= 1),
B. badius (n = 1), B. subtilis (n = 1), B. megaterium (n=1), B. sphaericus (n=1),B. polymyxa
(n = 1). Vinte e duas cepas apresentam perfil enzimatico para amilase (78,5%), dez para
caseinase (50%), vinte para lecitinase (62,5%) e cinco para gelatinase (20%). Os maiores
indices de resisténcia antibiotica detectados foram para estreptomicina com 14 (48,2%) cepas
resistentes, seguidas de eritromicina com 5 (17,4%), ampicilina com 1 cepa resistente (3,5%).
Todas as estirpes foram sensiveis a cloranfenicol que confere a maior efetividade ao farmaco.
Diante do exposto serdo necessarias mais pesquisas para verificar a eficiéncia probiotica das
cepas analisadas e sua resisténcia a antimicrobianos, para que possam ser utilizadas sem causar

danos aos animais cultivados e seus manipuladores.

Palavras-chave: cianobactéria; caracterizacao; antibiotico.



ABSTRACT

Algae culture is the algae and microalgae production and it has been increasing in global scale,
producing 35,1 million of tonnes of biomass only in 2020. It is the interest target for many
industries like cosmetics, food and pharmaceutics. The most comercially cultivated microalgae
is the blue-green cyanobacteria Spirulina (Arthrospira platensis), which has a lot of
concentration of benefits in the composition. This cyanobacteria lives in association with other
microrganisms such as bacteria of Bacillus genus, known for its great probiotic potential.
Mutations occur naturally when the bacterial population is exposed to certain antimicrobials.
Therefore, this research aims to identify species and evaluate resistant strains of Bacillus
isolated from a spirulina culture located in Fortaleza, Ceara. Biochemical tests were performed,
such as Gram staining, motility, production of indole and hydrogen sulfide (H2S), citrate,
Voges Proskauer, nitrate reduction and enzymatic profile tests such as catalase, amylase,
caseinase, gelatinase, lecithinase and urease for phenotypic characterization. From colonies
freshly grown on TSA (Tryptic Soy Agar) agar culture medium, 40 strains were isolated,
identified as belonging to the genus Bacillus; Bacillus sp. (n = 11); 13 species as: B.
stearothermophilus (n = 6), B. macerans (n = 4) B. panthotenicus (n = 4), B. popillae, (n = 3),
B pasteurii (n=2), B. circulans (n=2), B. coagulans (n=2), B. licheniformis (n= 1), B. badius
(n=1), B. subtilis (n = 1), B. megaterium (n = 1), B. sphaericus (n =1), B. polymyxa (n = 1).
Twenty one strains showed enzymatic activity for starch hydrolysis (78,5%), ten for hydrolysis
of casein (50%), twenty for lecithinase (62,5%) and five for gelatinase (20%). The highest rates
of antibiotic resistance detected were for streptomycin with 14 (48,2%) resistant strains,
followed by erythromycin with 5 (17,4%), ampicillin with only 1 resistant strain (3,5%). All
strains were sensitive to chloramphenicol (100%), which gives the drug greater effectiveness.

Thus, more research will be needed to verify the probiotic efficiency of the analyzed strains
and their resistance to antimicrobials, so that they can be used without causing harm to farmed

animals and their handler.

Keywords: cyanobacteria; characterization; antibiotic.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura consiste na cadeia de producdo de organismos aquaticos e esta em
constante ascensdo, especialmente em paises em desenvolvimento, pois ¢ uma atividade
importante que contribui com a geragdao de emprego e renda. O crescimento da atividade ja
ultrapassa qualquer outro tipo de produgdo de alimentos e ¢ crucial na luta contra o combate a
fome no mundo (FAO, 2016, 2020; MMANDA et al., 2020; MACIEL & VALENTI, 2014;
LAMEIRA-SILVA et al., 2020).

Em 2020, a aquicultura teve uma produgao total de 87,5 milhdes de toneladas
destinada ao consumo humano e 35,1 milhdes de toneladas de algas e microalgas (NOGUEIRA
et al.,2020; FAO, 2022). A cultura de microalgas tem se destacado, alcangando produtividade
em escala comercial, devido a estrutura celular microalgal conter uma infinidade de
metabolitos potencialmente atrativos para diversas industrias, tais como: cosmética, alimenticia
e farmacéutica (DENER, 2006; FARAHIN et al., 2019).

Uma das microalgas de maior importancia cultivada em escala comercial ¢ a
Spirulina (Arthrospira platensis), ¢ a mais apreciada em, pelo menos, 22 paises € conta com
uma produgao de cerca de 60% de biomassa algal global (LIMA, 2018). Essa cianobactéria ou
microalga azul-esverdeada, possui formato espiralado e apresenta altissima concentragdo de
ativos benéficos em sua composi¢cdo como aminoacidos, acidos graxos essenciais, vitaminas €
minerais. Além de possuir facil manejo em cultivo, cianobactérias sdo as fontes mais potentes
de producdo de quimicos, fAirmacos e antimicrobianos (EMBRAPA, 2016; ZHANG, 2019;
PATIL et al., 2015; BANCALARI et al. 2020). Arthrospira platensis ¢ geralmente cultivada
em escala industrial, em tanque outdoor monoalgal, que inibe qualquer outro tipo de floragao
de cianobactérias produtoras de toxinas. Entretanto, existem riscos potenciais associados com
esse tipo de producdo em larga escala, no qual o cultivo pode estar suscetivel a contaminagdo
por bactérias provenientes de animais e até da propria dgua, podendo se tornar patdégenos
contaminantes (VARDAKA et al., 2016). Tais bactérias como as do género Bacillus podem
ser encontradas no cultivo.

Bacillus é uma bactéria Gram positiva, em forma de bastonete, sio moveis e tem
capacidade de formar esporos resistentes. Na literatura, a familia Bacillaceae ¢ a mais
abundantemente encontrada em associacdo com 4. platensis. Roadhes (2023) encontrou 13,5%
de isolados de Bacillus em amostras de spirulina, seguido da familia Rhodobacteraceae (9,5%)

e Enterobacteriaceae (6,8%). A presenca de Bacillus em alguns produtos pode ser prejudicial



16

devido a producao de enterotoxinas, correndo o risco de ocasionar doengas transmitidas por
alimentos (DTA’s) causadas por espécies de Bacillus cereus, por exemplo. Por outro lado,
algumas estirpes de Bacillus sdo muito estudadas para produgao de probidticos na aquicultura,
devido a sua capacidade de esporulacao, quando aplicada em ragdes, potencializa a sua vida
util (VARDAKA et al., 2016; KATZ E DEMAIN, 1977; RINGO et al., 2018; YILMAZ et al.,
2020).

Probioticos sdo utilizados com o objetivo de controle de doengas, aumento do
crescimento dos organismos cultivados providenciando nutrientes, moldando microbiota,
melhorando as respostas imunes, atividade enzimatica, digestibilidade e a qualidade da agua.
Pesquisas recentes buscam encontrar solu¢cdes ambientalmente corretas para doengas em
sistemas aquicolas e os probidticos surgiram como uma boa alternativa aos antimicrobianos
(KUEBUTORNYE, 2019). Particularmente em paises em desenvolvimento, o uso
generalizado e descontrolado de antibidticos na aquicultura ¢ frequentemente comum, no
intuito de prevenir infecgdes por agentes patogénicos e surtos de doencas. Como resultado,
grandes quantidades de residuos antibidticos se perpetuam no meio ambiente, o que leva a
resisténcia bacteriana pelo seu uso frequente (CABELLO, 2006; HOLMSTROM et al. 2003).

O Centro de Controle e Preven¢do de Doengas (CDC), em 2021, afirmou que a
resisténcia bacteriana origina mutagdes quando a populacdo bacteriana € exposta a certos
antimicrobianos. Ademais, a Organizagdo Mundial da Satde indicou que a resisténcia a
antimicrobianos vem se tornando um dos maiores desafios que a humanidade enfrenta no
século 21 e recorreu a situacdo de “uma estratégia global contra resisténcia antibidtica” (OMS,
2014).

Diante de algumas divergéncias na literatura entre as espécies do género Bacillus,
o presente estudo visa a identificagdo de espécies de Bacillus associadas de uma cultura de
spirulina, bem como sua classificagdo quanto a sua patogenicidade, avaliagdo das cepas quanto

seu perfil enzimatico e susceptibilidade a antimicrobianos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Spirulina (Arthrospira platensis)

As microalgas s3o microrganismos que possuem pigmentos capazes de realizar a
fotossintese. Elas formam um grupo bastante diversificado de organismos aquaticos
microscopicos, incluindo eucariontes e procariontes. Microalgas como Chlorella e Arthrospira
platenses (FIGURA 1) tém sido comercializadas e cultivadas com apelo de ser o superalimento
ou comida do futuro (FIGURA 2) pelas suas reservas naturais de grande potencial tecnologico

(DIAS, 2019; MARTELLI & ALINOVI, ef al. 2020).

Figura 1 - Microscopia Optica de A. platensis,
evidenciando a estrutura espiralada.

Fonte: O Autor (2022).
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Figura 2 — A. platensis e seus inimeros beneficios como superalimento na promogao da saude e nutri¢éo.

Alimento funcional

Spirulina
Anti-hipertensdo, anti-obesidade,

A. platensis . e
f propriedades antioxidantes
Composicio

Proteinas e lipideos de alta qualidade
Bioativos e pigmentos

Compostos bioativos Satde e nutrigio

Peptideos bioativos, PUFAs, vitaminas, carotenoides, etc

Fonte: Adaptado de LAFARGA (2020).

Arthrospira, mais conhecida como spirulina, ¢ uma microalga filamentosa azul
esverdeada e espiralada, pertencente ao filo Cyanophyta. E considerada muito importante pela
possiblidade de extrair proteinas bioativas e como suplemento alimentar. Registros do século
16 até os dias atuais, comprovam a sua utilizacdo, devido aos seus inumeros beneficios
nutricionais, tais como: proteinas (normalmente uma escala de 57-70% de peso seco); sais
minerais (ferro, potéssio, cdlcio, zinco e selénio); vitaminas (B1, B2 e E); precursores
vitaminicos (astaxantina, zeaxantina e f3-caroteno); acidos graxos benéficos como o y-linoleico
e o acido palmitico (MATUFI et al., 2020; LAFARGA, 2020; NEMATOLLAHI, 2020). E
encontrada pelo mundo em aguas salinas e pode ser cultivada de diversas formas, como em
sistemas fotobiorreatores, estruturas de tanques naturais ou artificiais, raceways, sistemas
abertos (outdoor) ou fechados (indoor), e até mesmo em sistemas para producdo de oxigénio
como apoio a vida no espago (POUGHON et al., 2020).

O cultivo demanda constante agitacdo da coluna d'agua para se certificar de que
todas as células recebam luz suficiente para producdo fotossintética, e sempre pode variar de
acordo com a profundidade do tanque e a concentracdo de biomassa. As condi¢des 6timas de
temperatura, para spirulina, sdo 35 °C e pH de 9-10, geralmente ajustado com bicarbonato de
sodio, em sistemas artificiais. A cianobactéria ¢ tolerante a alcalinidade, o que da a ela
vantagens competitivas em lagos e sistemas com altas taxas de pH, devido a possibilidade de

inibi¢do de crescimento de outras algas. Todos esses fatores e nutrientes influenciam na
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quantidade e qualidade de biomassa algal que serda obtida (RHOADES, 2023; SONI et al.,
2019).

Quando a biomassa de A. platensis esta pronta para ser coletada, ela ¢ filtrada por
malhas e seca em estufa; apds isso, ¢ prensada em blocos, armazenada para comercializacio e
posterior uso nao sé para consumo humano na incorporacao de massas, paes, iogurtes, barras
nutricionais e suplementagdo vitaminica, mas também na alimentagdo animal e em produtos
farmacéuticos e cosméticos (FRADINHO et al., 2020; KHEMIRI et al., 2020; PATEL et al.,
2019; KUMAR et al., 2018; RHOADES, 2023).

2.2 Bacillus

Pertencente ao filo dos Firmicutes, classe Bacillicuja, ordem Bacillaes, familia
Bacillaceae: o género Bacillus é fenotipicamente grande e heterogéneo, ja foi identificado 631
espécies existentes (DSMZ, 2023). Se caracterizam por bactérias Gram-positivas, aerobias ou
anaerobias facultativas, catalase positivas (com raras excegdes), temperatura Otima para
crescimento variando de 28°C a 35°C, formadoras de esporos resistentes ao calor, acido e
enzimas digestivas (HARSH, 2004; LOPES, 2018; CELANDRONI, 2019).

Devido a sua ampla gama de propriedades fisiologicas e a sua capacidade de
produzir numerosas enzimas, metabodlitos antibidticos, carotendides e vitaminas, t€ém sido
amplamente difundidos nas areas médicas, farmacéuticas, industriais e agricolas. Membros do
género sdo, geralmente, encontrados no solo, ar, poeira, agua. Algumas espécies sao isoladas
do trato intestinal de peixes para serem posteriormente utilizadas como probidticos na
aquicultura, por causa da sua habilidade de crescer em ambiente marinho e produzir uma
infinidade de compostos bioativos. (HERMOSILLO, 2012; NINAWE ; SELVIN, 2009).

Tais produtos sdo caracterizados por um grupo de microrganismos capazes de
melhorar a capacidade de absorcao do trato digestivo, aprimorando a imunidade intestinal local
de peixes. As espécies Bacillus licheniformis, Bacillus paralicheniformis e Bacillus subtilis sao
muito utilizadas comercialmente em biotecnologia na area de probidticos na
agricultura/aquicultura (KUEBUTORNYE, 2019; PEREZ-SANCHEZ et al., 2014).

No geral, as cepas de Bacillus apresentam grande interesse cientifico pelo fato de
produzem uma variedade de compostos quimicos. Rabbee et al. (2019) pesquisaram sobre
moléculas bioativas em cepas de Bacillus velezensis e a sua aplicagdo na agricultura: com

relacdo a probidticos, sdo menos estudadas, mas, ¢ difundido que os antibidticos produzidos
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por essa bactéria sdo capazes de inibir patdogenos intestinais corroborando com o fortalecimento
do sistema imune.

As espécies de Bacillus sao economicamente viaveis no cultivo em laboratério,
ndo-patogénicas e ndo toxicas. A grande maioria se mostra inofensiva a satide humana e animal
(CAULIER et al., 2019) mas existem exce¢des como cepas de B. thuringiensis que sao
empregadas como biopesticidas na agricultura devido a sua capacidade de produzir toxinas,
que podem se perpetuar ao longo da cadeia produtiva e serem encontradas em produtos finais,
afetando a satide humana (BONIS, 2021; DE BOCK et al., 2019; BIGGEL et al., 2022).

Bacillus cereus também sdo produtores de toxinas (enterotoxinas) que geram
intoxicacdes alimentares, como a cereulide, além disso, consegue ser resistente as condi¢oes
ambientais adversas extremas pela capacidade de esporulagio (FAGERLUND, LINDBACK,
& GRANUM, 2010; YANG et al, 2023).

2.3 Antimicrobianos

Antimicrobianos sao medicamentos utilizados na prevencao e no tratamento de
doencas em humanos, animais, plantas, na agricultura e aquicultura (OMS, 2021). O uso
descontrolado aumentou a ocorréncia de resisténcia (XU et al., 2020).

Segundo a OMS (2021), o aumento de antibioticos resistentes a patdgenos ¢ uma
das dez ameacas a saude global. S6 em 2019, aproximadamente 1 milhdo de pessoas morreram
devido as bactérias resistentes (ZHANG et al., 2020). O Programa das Na¢des Unidas para o
Meio Ambiente (2023) no “Bracing for Superbugs. Strengthening Environmental Action in the
One Health Response to Antimicrobial Resistance” prevé que as mortes por infeccdes causadas
pela resisténcia antibidtica aumentardo muito até 2050.

A capacidade de microrganismos se alterarem e resistirem quando expostos a
antimicrobianos, tornando-os ineficazes, ¢ chamada de resisténcia bacteriana. As bactérias
obtém resisténcia através de modificagdo genética, mutagdes ou transferéncia horizontal de
genes resistentes de outros microrganismos ou combinacdo inadequada de antibidticos
(LARSSON & FLACH, 2022; MAILLARD, 2018).

Recentemente, muitos antibidticos tém sido encontrados no solo, na superficie da
agua e do substrato (MEHRTENS et al., 2020; PAN et al., 2021; RICO et al., 2019). A
problematica de cepas resistentes a antibioticos representa um perigo com impacto global e,

portanto, medidas preventivas devem ser tomadas pela adocdo de novas alternativas a
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antibidticos que ameacem a saude publica, a seguranca alimentar € o meio ambiente
(KUEBUTORNYE, 2019).

Na aquicultura, o sistema de cultivo mais utilizado ¢ o intensivo, caraterizado pela
alta densidade de estocagem e produgdo de matéria organica que propicia condi¢des de estresse
e desencadeia a disseminagao de doengas (MITRA et al. 2019; NHINH et al. 2021).

Na tentativa de solucionar e/ou prevenir enfermidades, a utilizacdo de antibidticos
¢ empregada na ragdo, injetdvel ou diretamente na agua. Na Tabela 1 encontram-se os
principais antibidticos utilizados na aquicultura e a sua devida importdncia na medicina
humana: quando hé perfil de resisténcia, ha limite de opcdes e a utilizagdo destes agentes na
aquicultura deve ser evitada ou controlada (GASTALHO et al, 2014).

Quando ha uso exacerbado, prejudicara as aguas favorecendo os microrganismos
patogénicos presentes se acumularem no meio e adquirirem resisténcia, ameagando ndo s os
organismos aquaticos cultivados, mas também a cadeia produtiva como um todo, afetando os
seres humanos como consumidores finais (MISHRA et al. 2017; LULIJWA et al. 2020; PATIL
etal.2021).

Tabela 1- Alguns agentes microbianos mais utilizados na aquicultura e sua importancia na medicina humana.

Antimicrobiano e familia Via de administracio em Importancia na medicina
de antibidtico aquicultura humana
Ampicilina Oral Elevada
(aminopenicilinas)
Cloranfenicol (fenicdis) Oral/banho/injetavel Importante
Eritromicina (macrolideos) Oral/banho/injetavel Elevada
Estreptomicina Banho Elevada
(aminoglicosideos)

Fonte: Adaptado de GASTALHO et al. (2014)
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta da Amostra

O cultivo de spirulina em questdo, pertence ao Laboratorio de Planctologia, que
estd localizado no Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura (CEBIAQUA) do
Departamento de Engenharia de Pesca, no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Ceara (DEP/CCA/UFC), na cidade de Fortaleza.

O cultivo ¢ um sistema aberto que consiste em um tanque circular de ferrocimento,
com as seguintes dimensoes: anel externo com 5,62 m de uma extremidade a outra, 0,60 m de

altura e 6 m*® de volume, com um anel interno de didmetro de 3,5 m e 1,10 m de altura com 8

m? de volume (FIGURA 3).

Figura 3 - Tanque de cultivo de Arthrospira platensis com recirculagdo de
agua em Fortaleza, Ceara.

Fonte: O Autor (2022).

A coleta foi realizada na manha do dia 03 de maio de 2022. A fim de se obter a
biomassa umida algal, foi realizada a aferi¢do dos parametros fisico-quimicos do cultivo
(salinidade: 9 ppm; pH: 7.4; absorbancia: 0.555) para filtragdo, que foi realizada por 1 hora,
em malha de 100, em seguida, essa biomassa foi lavada e pesada, totalizando 53 gramas de
biomassa umida. A amostra foi duplamente lavada com salina a 10 ppm, filtrada novamente

em malha de 100p e posteriormente lavada. A biomassa obtida foi acondicionada em recipiente
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estéril e transportada em caixa isotérmica, até¢ o Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do
Pescado do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da UFC (LAMAP/LABOMAR/UFC),

no qual a microalga foi processada.

3.2 Preparo da amostra

Foi preparado, em Erlenmeyer, uma mistura de 25 g de biomassa umida de A.
platensis, 225 mL de salina a 10 ppm e Tween 80 (1%), esta foi considerada a diluigdo 107,
Apbs isso, foi realizado um banho maria a 70°C por 1 hora, com o objetivo de induzir a
capacidade de esporulacdo das bactérias do género Bacillus - adaptado de Murray, Breed e
Smith (1957).

Apos isso foram elaboradas dilui¢des seriadas (10~ a 10°) em salina a 10 ppm. De
cada diluicdo foram tomadas aliquotas com um auxilio de uma pipeta de 200 pL,
posteriormente, foram inoculadas em duplicata pelo método de semeadura por espalhamento
(do inglés, Spread Plate) com algas de Drigalski em meio ndo seletivo PCA, do Inglés, Plate

Count Agar, a 10 ppm (FIGURA 4).
Figura 4 - Fluxograma do procedimento de preparo da amostra e
isolamento de bactérias do género Bacillus.
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Agar TSA 1% Estufa bacteriolégica

35°C ‘.\gar PCA 10 ppm

Fonte: o Autor (2023).

3.3 Contagem
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ApO6s 24h de incubagao em estufa bacterioldgica a 35°C, as colonias crescidas nas
placas PCA contendo um numero entre 25 e 250 foram contadas pelo método de Contagem
Padrao em Placas - CPP (DOWNES; ITO, 2001).

Posteriormente, foram isoladas 40 coldnias tipicas do género Bacillus e semeadas
em tubos de ensaio contendo agar TSA - Tryptic Soy Agar (do inglés, Agar Triptona Soja)
adicionado de 10 ppm e incubadas em estufa a 35°C por 24h. Apos isso, as cepas foram

armazenadas em duplicata.

3.4 Coloracao de Gram

A coloragdo de Gram tem como principio a caracterizagdo morfotintorial para
diferenciar bactérias Gram negativas de Gram positivas, tendo como base o tamanho da parede
celular de peptidoglicano, que ¢ mais espessa em Gram positivas € mais finas em
Gram negativas (TORTORA, 2014).

Primeiramente, sdo feitos esfregacos da mistura de bactéria com agua destilada,
depois esses esfregacos sdo emergidos por 1 minuto em cristal violeta (corante purpura), com
objetivo de corar a parede de bactérias Gram positivas. Posteriormente, ¢ aplicado lugol por 1
minuto para fixacao do cristal violeta e depois lavados com é4lcool cetona para descoloragao da
parede das Gram negativas. Finalmente, para corar as Gram negativas, deve-se cobrir 0s
esfregacos com safranina (contracorante) por 30 segundos. Para observa¢cdo no microscopio
optico, deve-se utilizar 6leo de imersdo em objetiva de 100x (BREED et al., 1948).

Bacillus sao bactérias Gram positivas, de formato bacilar, redondas ou esféricas
com presenca de esporos (FIGURA 5). A partir da cultura pura, crescida em agar TSA + 1%
NaCl por 24h, as laminas coradas pelo método de Gram, descrito acima (BREED et al, 1948).
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Figura 5 - Bactérias coradas como Gram-positivas (cor roxa) e
apresentando estrutura bacilar.
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Fonte: o Autor (2023)
3.5 Identificacao fenotipica das cepas isoladas de Bacillus sp.

As provas bioquimicas de identificagdo seguiram de acordo com a chave de

identificacao de Bacillus proposta por Bergey’s (BREED ef al., 1948).
3.5.1 Provas bioquimicas

A partir da inoculagdo em agar TSA - Tryptic Soy Agar (do inglés, Agar Triptona
Soja) adicionado de 1% de NaCl e a posterior incubaciao em estufa a 35°C por um periodo de
24h, foi realizada a coloragdo de Gram e uma série de teste bioquimicos como a prova de
catalase, motilidade, producao de indol e sulfeto de hidrogénio (H»S), teste do citrato, Voges
Proskauer (VP), redu¢do de nitrato, hidrolise do amido, caseina, gelatina, lecitina e ureia

(BONIS, 2021; PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2018; BREED et al., 1948).

3.5.2 Prova de catalase

A prova de catalase consiste no uso de peréxido de hidrogénio (H202). Deve-se

aplicar, com o auxilio de uma al¢a de inoculagdo, uma por¢do da cultura pura, crescida em agar
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TSA + 1% NaCl por 24h, na superficie de uma placa de vidro e adicionar uma gota de H202, o
resultado da prova ¢ indicado como positivo se houver formacao de bolhas, conforme Figuras

6 e 7 (REINER et al., 2010).

Figura 6 - Fluxograma do procedimento para realizagdo do
teste de catalase.
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Fonte: O Autor (2023).

Figura 7 - Placas de vidro inoculadas com as cepas e
adicionadas de 1 de H202; A) Catalase negativa, sem
reagdo; B) Catalase positiva, com a formagdo de
bolhas.

Fonte: O Autor (2023).
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3.5.3 Teste de motilidade, producao de H:S e Indol

O objetivo do teste ¢ determinar a motilidade, verificar a capacidade do
microrganismo de produzir gas sulfidrico e decompor o aminoécido triptofano para indol.

Com a cultura pura, crescida em agar TSA + 1% NaCl por 24h, utiliza-se uma
agulha de inoculagdo por picada de profundidade para semear o meio agar SIM (Sulfeto-Indol-
Motilidade).

Apbs isso, ¢ necessario adicionar 200 uL. de reagente de Kovacs (preparo de p-
dimetilaminobenzaldeido, alcool isoamilico e acido cloridrico concentrado) por amostra
(FIGURA 8), que reagem com o indol e produzem um anel vermelho, indicando resultado

positivo, as cepas foram todas negativas como mostra a Figura 9.

Figura 8 - Fluxograma do teste de motilidade e produgdo de H2S.
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Fonte: O Autor (2023).
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Figura 9 - Tubos negativos para indol.

Fonte: O Autor (2023).

O teste ¢ positivo para producdo de H2S quando ha escurecimento do meio; €
positivo para motilidade quando hé a turvacdo a partir da picada da agulha (FIGURA 10)
(SOARES ; CASIMIRO, 1991; FADDIN, 1980).

Figura 10 - A) Tubo de ensaio contendo agar SIM: negativo
para motilidade, a esquerda; e positivo para motilidade, a
direita. B) Diferenca entre um tubo negativo e positivo para
produgdo de H2S.

Fonte: O Autor (2023).

3.5.4 Teste de Citrato

O objetivo do teste ¢ determinar a capacidade das bactérias de utilizarem o citrato
como Unica fonte de carbono. Com a cultura pura, crescida em agar TSA + 1% NaCl por 24h
em estufa de 35°C, utiliza-se o auxilio de uma agulha de inoculagdo para estriar a bactéria no
agar citrato de Simmons e ¢ incubado por até 96h a 35°C, conforme Figura 11 (SOARES ;
CASIMIRO, 1991; FADDIN, 1980).
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Figura 11 - Fluxograma do procedimento para realizagdo do teste de citrato.
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Fonte: O Autor (2023).

O teste ¢ positivo quando o meio muda a coloragdo de verde para azul (FIGURA 12).

Figura 12 - Teste do uso de citrato como fonte de carbono. O
meio agar Citrato de Simmons muda para azul, quando ¢
indicativo de positivo, se 0 meio continuar verde, é negativo.

o
Fonte: O Autor (2023).

3.5.5 Teste de Voges Proskauer (VP)

O teste VP detecta a fermentagdo e producdo de acetoina. Com a cultura pura,
crescida em caldo BHI (Brain Heart Infusion, do inglés, Infusdo de Cérebro e Coracdo) + 1%
NaCl por 24h em estufa de 35°C, utiliza-se uma al¢a para inocula¢do em caldo MR-VP, o meio

¢ incubado por 48h na estufa a 35°C.
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Passado o periodo de incubagdo, foi adicionado em cada um dos tubos de ensaio, 5
gotas do reagente Barrit I (alfa-naftol) e 2 gotas do reagente Barrit I (KOH a 40%) (FIGURA
13). Deve-se deixar reagir por até 2 horas para se obter os resultados (SOARES ; CASIMIRO,
1991; FADDIN, 1980). O indicativo de resultado positivo ¢ a producao de um anel vermelho

no meio, € o negativo, o meio continua amarelo (FIGURA 14).

Figura 13 - Fluxograma do procedimento do Teste de Voges
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Fonte: O Autor (2023)
Figura 14 - Tubos contendo meio VM-
VP, comparagdo entre negativo (2
esquerda) e positivo (a direita).

Fonte: O Autor (2023).
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3.5.6 Teste da Reducio de Nitrato

O objetivo deste teste ¢ determinar a habilidade do organismo reduzir nitrito a
nitrato, ou gas nitrogénio. Prova realizada com jarra de anaerobiose (FIGURA 15) e necessita
da utilizacao de reveladores: reativo de Griess - A (contendo alfa-naftilamina e acido acético)

e reativo de Griess - B (4cido sulfanilico e 4cido acético).

Figura 15- Jarra de anaerobiose

Fonte: O Autor (2023).

Com a cultura pura, crescida em caldo BHI + 1% NaCl, utiliza-se uma alga para
inoculagao em caldo nitrato com tubo de Durham invertido, sob condi¢ao de anaerobiose de 1
até 5 dias.

Os tubos que adquirem cor rosa ou vermelha imediatamente apds adi¢do dos
reveladores, indicam ser positivo para redugdo de nitrito a nitrato (FIGURA 16). Se adicionado
os reativos € os tubos ndo apresentaram mudanga de coloragdo do meio, adiciona-se uma
pequena quantidade de zinco em po para verificar se o nitrato esta presente, produzindo uma
mudanga de cor imediata para rosa/vermelho, indicando ser negativo para redugdo de nitrito a
nitrato (FIGURA 17). Nos tubos onde ndo obtiveram mudanga de coloragdo, a bactéria reduziu
o nitrato a outros compostos, o que sugere a incapacidade de produgdo da enzima nitrato

redutase.
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Figura 16 - Fluxograma do procedimento do teste de reducao de nitrato.
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Fonte: O Autor (2023).

Figura 17 - Tubos com meio nitrato para prova de reducdo de nitrato a
nitrito. A) Comparacdo do resultado negativo para reducdo de nitrato a
nitrito, mesmo depois da adi¢do de Zinco; Positivo para reducdo de nitrato
a nitrito. B) Tubo positivo e negativo; C) Os dois tubos positivos.

Fonte: O Autor (2023).

3.6 Enzimas extracelulares
As enzimas sdo produzidas por diversos microrganismos, incluindo as bactérias,

para obter nutrientes do meio externo atuam como catalizadores biologicos, participando de
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reacoes quimicas, € nao sao consumidas ou alteradas (MADIGAN, 2009). Ademais, as reacdes

enzimaticas podem ser utilizadas como identificacao fenotipica de bactérias (BONIS, 2021).

3.6.1 Hidroélise do amido (amilase)

O objetivo desse teste ¢ determinar a habilidade do microrganismo de produzir
enzimas proteoliticas que hidrolisam o amido. Com a cultura pura, crescida em caldo BHI +
1% NaCl por 24h em estufa de 35°C, toma-se aliquotas de 4 pL com auxilio de uma pipeta e
inocula-se em placas de agar TSA 1% suplementadas com 1% de amido (FIGURA 18). O
resultado ¢ positivo quando ha a producdo de halo transparente ao redor do microrganismo,

quando aplicado o lugol, como mostra Figura 19 (RODRIGUES et al., 1993).

Figura 18 - Fluxograma do procedimento de realizag@o do teste para amilase.
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Fonte: O Autor (2023)
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Figura 19 - Placas de amido para detecgdo de atividade amilolitica, o halo esta indicado pelos circulos
vermelhos.

Fonte: O Autor (2023)

3.6.2 Hidrolise da gelatina (gelatinase)

O objetivo desse teste ¢ determinar a habilidade do microrganismo de produzir
enzimas proteoliticas que hidrolisam a gelatina. Com a cultura pura, crescida em caldo BHI +
1% NaCl por 24h em estufa de 35°C, toma-se aliquotas de 4 uL. com auxilio de uma pipeta e
inocula-se em meio agar TSA acrescido de 0,5% de gelatina.

Para interpretagdo de resultados, deve-se utilizar como revelador o sulfato de
amonio ((NHa4)2SOa4), o resultado positivo se da pelo aparecimento de um halo transparente pelo
microrganismo e para resultado negativo, nao ha halo, conforme Figura 20 (AUSTIN, et al.,

2005; LIU et al., 1996; RODRIGUES et al., 1993).

Figura 20 - Fluxograma do procedimento de realizag¢ao do teste para gelatinase.
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3.6.3 Hidrolise da caseina (caseinase)

O objetivo desse teste ¢ determinar a habilidade do microrganismo de produzir
enzimas proteoliticas que hidrolisam a caseina presente no leite. Com a cultura pura, crescida
em caldo BHI + 1% NaCl por 24h em estufa de 35°C), toma-se aliquotas de 4 pL com auxilio
de uma pipeta e inocula-se em placas de dgar nutriente suplementadas com 1% de leite em po
desnatado e 1% de NaCl. O resultado € positivo quando ha a produgdo de halo ao redor do
microrganismo (FIGURAS 21 e 22). A prova foi realizada de acordo com recomendagdes de

Rodrigues et al. (1993).

Figura 21 - Fluxograma do procedimento de realizag@o do teste para caseinase.

-
® Presenca de
— ¥/
//5 halo
7 +
4 uL f
A‘ r % ﬁ

Estufa bacteriolégica
Caldo BHI 1% Agar + 1% leite 35°C
24h

Fonte: O Autor (2023)

Figura 22 - Placa para detec¢do de atividade da
caseinase pelo microrganismo, o halo esta indicado
pelo circulo vermelho.

Fonte: O Autor (2023)
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3.6.4 Hidrolise da lecitina (lecitinase ou fosfolipase)

O objetivo desse teste ¢ determinar a habilidade do microrganismo de produzir
enzimas proteoliticas que hidrolisam lecitina. Com a cultura pura, crescida em caldo BHI + 1%
NaCl por 24h em estufa de 35°C, toma-se aliquotas de 4 puL. com auxilio de uma pipeta e
inocula-se em placas contendo agar TSA 1% suplementadas com 0,2% de emulsdo gema de
ovo (gema de ovo + salina 0,85%). O resultado € positivo quando ha a producdo de halo opaco
ao redor da colonia, devido a presenga da emulsdo de ovo (FIGURAS 23 ¢ 24). O teste foi

realizado de acordo com Liu, Lee e Chen (1996).

Figura 23 - Fluxograma do procedimento de realizag@o do teste para lecitinase.

= o Presenca de
halo

Calde BHI 1%  Agar TSA + emulsio Estufa bacteriologica
24h de gema de ovo 35°C

Fonte: O Autor (2023)
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Figura 24 - Placa de petri contendo agar e emulsdo de
gema de ovo para avaliar a presenca de atividade
lecitinase/fosfolipase. O circulo vermelho indica a
presenca de halo.

Fonte: O Autor (2023).

3.6.5 Hidrolise da Ureia (Urease)

O objetivo deste teste € verificar a presenca da enzima urease. Com a cultura pura,
crescida em caldo BHI + 1% NaCl por 24h em estufa de 35°C, utiliza-se uma alga para
inoculagdo em meio ureia por filtragdo. O resultado € positivo quando ha mudanca de coloragao
para rosa intenso, indicando alcalinizagdo do meio pela acdo da urease sobre a ureia, como

mostra as Figuras 25 e 26 (Instrug@o normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003).

Figura 25 - Fluxograma do procedimento de realizagdo do teste para

urcase.
/ + -
= -
Caldo BHI 1% Caldo ureia Estufa bacteriologica
24h 35°C

Fonte: o Autor (2023)
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Figura 26 - Tubos de ensaio contendo o
meio ureia para prova bioquimica de
urease. O indicativo de resultado
positivo (cor rosa) e negativo (cor
amarela).

Fonte: o Autor (2023)

3.7 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

O meio utilizado foi o 4gar Mueller Hinton proposto pela CLSI (2018). Para o
antibiograma, foram utilizados cinco discos de diferentes familias de antibidticos comerciais:
B-lactamicos: Ampicilina - AMP (10pg) da marca BBL; Aminoglicosideos: Estreptomicina -
EST (10pg) da marca Laborclin; Macrolideos: Eritromicina - ERI (15ug) da marca CECON;
Anfenicois: Cloranfenicol - CLO (30pug) da marca CECON; e Tetraciclinas: Tetraciclina - TET
(30pg) da marca BBL.

As placas foram estriadas com swab embebido em 9 mL de salina NaCl 1% e todos
os inéculos foram padronizados de acordo com a escala de McFallard a 0,5 (108 UFC), sendo

aferido por espectrofotometria com comprimento de onda a 625nm, de acordo com a figura 27.
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Figura 27 - Fluxograma de antibiograma realizado com as cepas de Bacillus.

(]

ESCALA MCFALARD 0,5
. /
TSA 1% - 24H/35°C SALINA 1% -
HEIWAD ESPECTROFOTOMETRO
— —
ANTIBIOTICOS TAPETE AGAR MULLER HINTON 1%

NACL

l

HALO DE INIBICAO

Fonte: O Autor (2023)

Em seguida, foi feito o tapete para inoculagdo e deposicdo dos discos de
antibioticos (FIGURA 28).

Figura 28 - Placa de agar Mueller Hinton, depois de
24h em estufa para medigdo de halos de inibigdo.

Fonte: O Autor (2023)
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Ap0s incubagao a 35°C por 24h, o didmetro do halo ao redor dos discos foi medido
com um paquimetro digital e interpretado como sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R)
seguindo as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2021 e a
metodologia de Bauer & Kirby.

Abaixo estdo tabulados o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos em S, I ¢ R

dos isolados de Bacillus.

Tabela 2 - Perfil de susceptibilidade das cepas de Bacillus isolados de uma cultura de spirulina (4. platensis), frente a 5
antibidticos comerciais.

Susceptibilidade
Antimicrobianos Disco (em pg) S I R
AMP 10 28 0 1
EST 10 15 0 14
ERI 15 23 0 5
CLO 30 29 0 0
TET 30 28 1 0

Fonte: O Autor (2023). Legenda: AMP: Ampicilina; EST: Estreptomicina; ERI: Eritromicina; CLO:

Cloranfenicol; TET: Tetraciclina. S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente.

A utilizagao de Staphylococcus sp. como parametro ¢ convencionada na literatura
cientifica por ndo haver medidas especificas de Bacillus sp. na tabela CLSI para disco-difusao,
ambos 0s géneros bacterianos sdo gram-positivos € sdo evolutivamente proximos entre si, o
que faz com que seus mecanismos de aquisicao de resisténcia operem de maneira semelhante

e confere seguranca ao parametro (FIEDLER et al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas, no total, 40 cepas e identificadas 13 espécies. Todos os isolados
foram Gram positivos assim como no trabalho de Hallaj-Nezhadi et al. (2022) sobre a
caracterizacdo de estirpes de Bacillus, onde ressaltam que o gé€nero tem ocorréncia
cosmopolita, sdo encontrados em todas as partes do mundo e sdo bastante utilizados na

producdo de probidticos e antimicrobianos.

4.1 Caracterizacio fenotipica

Todos os resultados para as provas bioquimicas realizadas estdo tabulados abaixo
(TABELA 3), onde ¢ possivel visualizar as cepas que foram positivas (+), negativas (-) e as

que nao foram possiveis serem testadas estdo como sem resultados (s/r).

Tabela 3 - Resultados dos testes bioquimicos das cepas isoladas de uma cultura de Arthrospira platensis.

Cepas  Amilase Catalase Caseinase  Lecitinase  Gelatinase Urease  Nitrato SIM VP Citrato
BO1 ) (+) () ) ) ) ) ) (+) )
B02 () (+) () ) (+) ) s/t ) ) )
B03 H H ) ) (+) ) s/t ) ) )
B04 (+) (+) ) ) ) ) s/t ) ) )
B0S () (+) ) () ) ) s/t ) ) )
B06 () (+) ) s/t ) ) s/t ) ) )
B07 H H ) ) ) ) s/t (+) ) )
B08 +) ) s/t s/t s/t s/t s/t s/t ) )
B09 s/r ) s/t s/t s/t s/t s/t OO )
B10 () (+) ) () ) ) s/t ) ) ¢)
B11 () ) () () ) ) s/t ) ) )
B12 () (+) () ) ) ) s/t s/t ) )
B13 s/r ) s/ s/ s/t s/t s/t GCEe) “)
B14 () (+) ) () ) ) s/t ) ) ¢)
B15 ) ) ¢) ) ) Q) s/t SO )
B16 s/r ¢) s/t s/t s/t s/t s/t st (9) ¢)

B17 ) ) ) *) ) ¢) s/t ORENC) )
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Tabela 3 - Resultados dos testes bioquimicos das cepas isoladas de uma cultura de Arthrospira platensis. Continuago

B18 s/t () () s/t s/ s/t ) s/t ) )
B19 ) H () ) ) ) () s/t ) )
B20 ) H s/t ) ) ) s/t ) ) )
B21 s/t () s/t ) ) ) s/t ) ) )
B22 () () s/t ) ) () ) B+ ()
H,S
B23 ) ) () ) ) ) ) st (H) )
B24 s/r ©) s/r s/r s/r s/r st s () )
B25 s/t ) s/r s/t s/r s/t st s () )
B26 ) ) () ) H ) ) ) ) )
B27 ) s/t s/t s/t s/t ) s/t ) ) )
B28 s/r s/r s/r s/r s/r ¢ st () () )
B29 () s/ s/t s/t s/ ) ) O )
B30 s/t s/t s/t ) ) ) ) ) ) )
B31 () s/ s/t ) ) ) s/t ) ) )
B32 () () s/t () ) ) () O )
B33 s/t s/ s/t ) ) ) s/ O )
B4 () s/t ) s/t s/t [ N, S CS W O BN
B35 ) s/t s/t ) ) ) () H )
B36 ) s/ ) s/t s/t ) () ) ) )
B37 ) () s/t ) () ) () O )
B38 s/t s/ ) s/t s/ ) () s/t ) )
B39 s/r s/r s/r s/r s/r ¢ + sk () )
B40 s/t s/t s/t s/t s/r s/t @O 0 ©)

Fonte: O Autor (2023). Legenda: (+): positivo; ( -): negativo; (¥): todas negativas para producio de indol; s/r:
Sem resultados.

As bactérias isoladas sdo do género Bacillus (n = 40), ndo foi possivel identificar
algumas cepas, sendo classificadas apenas como Bacillus sp. (n=11). As espécies identificadas
foram: B. stearothermophilus (n = 6), B. macerans (n =4) B. panthotenicus (n =4), B. popillae,
(n=3), B pasteurii (n = 2), B. circulans (n = 2), B. coagulans (n =2), B. licheniformis (n = 1),
B. badius (n = 1), B. subtilis (n=1), B. megaterium (n= 1), B. sphaericus (n = 1), B. polymyxa

(n=1), tabuladas abaixo na Tabela 3.



Tabela 4 - Espécies encontradas em associa¢do com A. platensis.
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Cepa Espécie Cepa Espécie

B01 B. pasteurii B21 B. coagulans
B02 B. stearothermophilus B22 B. subtilis

B03 B. stearothermophilus B23 B. popillae

B04 B. circulans B24 Bacillus sp.

B05 B. macerans B25 Bacillus sp.

B06 B. macerans B26 B. pasteurii

B07 B. macerans B27 Bacillus sp.

B08 Bacillus sp. B28 Bacillus sp.

B09 B. popillae B29 B. stearothermophilus
B10 B. pantothenticus B30 B. stearothermophilus
B11 B. popillae B31 B. coagulans
B12 B. circulans B32 B. stearothermophilus
B13 B. pantothenticus B33 Bacillus sp.

B14 B. pantothenticus B34 B. badius

B15 B. licheniformis B35 B. polymyxa
B16 Bacillus sp. B36 Bacillus sp.

B17 B. pantothenticus B37 B. sphaericus
B18 B. stearothermophilus B38 Bacillus sp.

B19 B. megaterium B39 Bacillus sp.

B20 B. macerans B40 Bacillus sp.

Fonte: O Autor (2023).
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4.3 Teste de Voges Proskauer, Motilidade, Indol, Citrato, Catalase

Em uma pesquisa para caracterizagcdo de 18 cepas de Bacillus stearothermophilus,
Suriya et al (2022) utilizaram os testes bioquimicos de indol, VP, utiliza¢do de citrato como
fonte de carbono e catalase, sendo todas positivas para indol; negativas para VP; negativas para
citrato; e positivas para catalase.

Os resultados obtidos diferem com o presente estudo, onde todas as cepas
apresentaram-se negativas para indol e conferem com os outros testes realizados (com algumas
excegoes), onde a maioria das estirpes mostraram ser negativas para VP, citrato e positivas para
catalase.

O teste de motilidade no agar SIM identificou que apenas 8 cepas das 30 testadas
conseguiram crescer em outras direcdes da que foi semeada e apenas B. subtilis produziu
sulfeto de hidrogénio. Em um estudo de Augustine (2023) sobre identificacdo fenotipica de
diversos isolados de bactérias do solo, mostrou que 5 dos isolados de Bacillus foram positivos

para motilidade.

4.4 Amilase, Caseinase, Lecitinase, Gelatinase e Urease

Vinte e uma das cepas apresentaram atividades amiloliticas. De acordo com
Rempel (2018) ¢ importante o estudo do perfil enzimatico de spirulina com relacdo a hidrélise
de amido. A utilizagdo de microalgas como biocombustivel tem aumentado, devido a procura
de alternativas mais limpas de energia e foi observado que a microalga apresenta alta atividade
de hidroélise do amido, devido a grande concentragcdo de polissacarideos.

Das 25 cepas testadas para verificar a atividade de hidrolise da gelatina, apenas 5
obtiveram resultado positivo. De todas 20 estirpes testadas para caseinase, 10 foram positivas.

A prova de lecitinase (ou fosfolipase) revela a capacidade de detectar a lecitinase
existente na lecitina da gema de ovo e, além disso, a atividade da enzima lipase. As bactérias
que foram testadas para essa prova (n = 24) apenas 10 exibiram atividade. Os resultados
diferem com os de Bonis e colaboradores (2021), em seus estudos de caracterizagdo fenotipica
de Bacillus, 98% dos isolados exibiram atividade de hidrdlise de lecitinas com excecdo apenas

de uma cepa.
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Alguns microrganismos tém a capacidade de hidrolisar a ureia a amonia e didxido
de carbono através da enzima urease, no caso desse estudo, apenas 1 tubo alcalinizou o caldo
ureia, verificando a presenga da urease. Para o teste de reducao de nitrato, das 15 cepas testadas,
8 obtiveram resultado positivo para a presen¢a da enzima nitrato redutase.

Em um estudo de Al-Deriny e colaboradores (2020) sobre a aplicagao de B.
licheniformis e Spirulina na dieta de tilapia do Nilo, avaliando perfis enzimaticos, eles
concluiram que a combinagao dos dois organismos como probidtico em ragdo, aumenta a taxa
de crescimento, respostas fisioldégico e imune devido a B. licheniformis ter aumentado a
proliferagao de bactérias benéficas na microbiota do peixe.

Foi conferido atividade enzimdtica positiva para catalase, gelatinase e lipase e
negativos para amilase em estirpes de Bacillus no estudo sobre cepas isoladas de microalgas
como Chlorella e spirulina que possam ser utilizadas como probidticos em aquicultura,
inibindo o crescimento de patogenos como Vibrio spp. (ROSLAND et al, 2021).

Rhoades et al. (2023) observaram que Bacillus sp. sao predominantes em amostras
de spirulina, dado a sua habilidade de produzir endésporos resistentes. Foram detectadas 6
espécies do género, inclusive o potencial patdégeno B. cereus. A presenga do produtor de
enterotoxinas em produtos derivados da microalga ¢ preocupante pelo fato de serem
recomendados como suplementos para pacientes que podem vir a ser susceptiveis a doengas
entéricas.

Por isso, deve-se estudar e avaliar os microrganismos, principalmente do género
Bacillus, que vivem em associa¢do a compostos derivados de utilizagdo em diversas areas,
como a spirulina em suplementacgao alimentar humana, a fim de se evitar surtos de DTA’s por

bactérias potencialmente patogénicas.

4.5 Antibiograma

Vinte e nove cepas foram testadas para o teste de resisténcia a antimicrobianos.
Como resultados, ocorreu resisténcia frente a estreptomicina, eritromicina e ampicilina: 14
cepas, 5 cepas e 1 cepa, respectivamente. Apenas 1 perfil intermediério foi encontrado frente
ao disco de tetraciclina e todas as 29 cepas apresentaram sensibilidade a cloranfenicol; 28 foram
sensiveis a ampicilina e tetraciclina; 23 a eritromicina e 15 a estreptomicina como mostra o

Grafico 1, em porcentagem.
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Grafico 1 - Grafico de susceptibilidade frente a antimicrobianos de cepas de Bacillus.

Susceptibilidade a antimicrobianos

120,0
100,0
80,0
£ 60,0
40,0

w0 AN - _

AMP EST ERI CLO TET

\ =R 3,5 48,2 17,4 0,0 0,0

\ ml 0,0 0,0 0,0 0,0 3,5

ER 96,5 51,7 79,3 100,0 96,5

Fonte: O Autor (2023). Legenda: AMP: Ampicilina; EST: Estreptomicina; ERI: Eritromicina; CLO:

Cloranfenicol,; TET: Tetraciclina. S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente.

Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com Proespraiwong (2023),
onde 12 estirpes de Bacillus foram classificadas como sensiveis frente a ambos os antibioticos
eritromicina e tetraciclina, e com perfil intermediario a estreptomicina.

Em uma pesquisa sobre cepas de Bacillus, relatou-se que todos B.
paralicheniformis foram resistentes a cloranfenicol e estreptomicina e isolados de B.
megaterium foram 100% sensiveis a tetraciclina. Os resultados diferem em parte com os dados
obtidos neste trabalho, as cepas presentes neste estudo apresentaram alta taxa de sensibilidade
frente a cloranfenicol e grande parte apresentou resisténcia a estreptomicina, porém, a maioria
foi sensivel. Todas as estirpes de B. megaterium, B. velezensis € B. amyloliquefaciens foram
sensiveis a eritromicina, ja B. paralicheniformis e 23% de B. licheniformis foram resistentes
(AGERS@, 2018). Os resultados conferem com o Grafico 1, onde grande parte dos isolados
foram sensiveis a eritromicina.

Dados obtidos e publicados por Ansari et al. (2019) sobre susceptibilidade a
antimicrobianos, isolados de B. subtilis e B. coagulans, foram sensiveis a ampicilina, resultados
estdo de acordo com os do presente estudo, ja que apenas uma Unica estirpe mostrou resisténcia.

Outro estudo, também de Agersg e colaboradores (2019), sobre a genética de
estirpes de Bacillus, mostrou que dois genes podem influenciar na sensibilidade reduzida a

estreptomicina e a eritromicina, conferindo resisténcia a eles. Este resultado estd de acordo com
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o presente estudo onde estreptomicina e eritromicina obtiveram mais resisténcia do que os

demais antibidticos utilizados (FIGURA 29).

Figura 29 - Teste de sensibilidade antimicrobiana pelo método de disco-
difusdo, depois de 24h em estufa bacteriologica, € possivel observar os
halos de inibicdo, com excecdo da cepa 04 (B. circulans) frente ao disco
EST, sendo resistente.

Fonte: o Autor (2023)

Resultados diferem com pesquisas sobre caracterizagdo de Bacillus de Arafah e
Dunlap (2020) que mostraram uma alta resisténcia contra aminoglicosideos como
estreptomicina, tetraciclina e ampicilina, porém como excecao, os dados se assemelham com a
alta sensibilidade apresentada frente ao cloranfenicol.

A resisténcia a estreptomicina ¢ muito comum dentre as espécies de Bacillus spp.
E ¢ considerada como um fator genético. Um estudo realizado por Kim (2022) suspeita que
exista transferéncia horizontal de resisténcia antibidtica intrinseca a genética do género.
Reforcando a ideia, Agerse e colaboradores (2018) também reportaram potencial resisténcia a
estreptomicina, que contribui para diminuir a sensibilidade a este farmaco em B. velezensis

quando comparado a estirpes sem esse gene.
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E importante estudar a resisténcia do género, mesmo que seja indcuo para seres
humanos e animais. A presenca de resisténcia antimicrobiana ¢ uma preocupagao global tendo
em vista que Bacillus sdo amplamente utilizados como probiotico, pela sua capacidade de
producdo de endésporos e bactérias possuem mecanismos de compartilhamento de material
genético entre si, fato que deve ser investigado rigorosamente (MOAYEDI et al., 2016; YIN
etal., 2019; ZHU & XU, 2010).
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5 CONCLUSAO

Identificar e conhecer o perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias com potencial
probidtico ¢ de suma importancia e serve como meio de inspecao do surgimento de resisténcia
bacteriana. Embora a maioria das estirpes do género Bacillus nao sejam tao patogé€nicas quanto
outras bactérias, faz-se necessario mais estudos para compreender a resisténcia, com objetivo
de se barrar que estirpes resistentes continuem sendo utilizadas como probidtico para evitar a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia a outros microrganismos patogénicos, o que

levaria a crises de satde publica.
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